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シンポジウム
1． セラミド又はエイコサノイド類のHPLC・
サーモスプレイ・マススペクトル分析；特
に、多剤耐性化及びHIV克服に向けて
（生化学）
○山根基輝
　近年、スフィンゴ脂質類は細胞構成成分としてのみ
でなく、細胞機能発現のための情報伝達における第
二・メッセンジャーとしての働きが注目されていま
す。特に、細胞の生死を制御すると考えられている細
胞内セラミド類濃度の増減が、癌細胞の多剤耐性化や
HIV感染機構と深く関わっているという最近の知見
に基づいて、細胞内セラミド類濃度とこれに直接関係
するグリコシル・セラミド類、スフィンゴミエリン類、
スフィンゴシン類の各含量を同時一斉分析する方法
の開発が期待されています。
　セラミド（Cer）類と疾患との関係としては、ガラク
トシル・セラミド（Gal－Cer）が蓄積するGaucher’s
disease、　Gal－Cer分子種により増減が観測されるK∫ab－
ble　disease、老化による血管内壁SM蓄積、　ATL病期
の進行に伴う単球内セラミド濃度低下、HIVのレセプ
ターであるガラクトシル・セラミド産生阻害による
HIV結合阻害（転写の抑制）等が報告されています。
　また、表題の如くの抗癌剤（癌細胞のアポトーシス
誘導剤）に対する耐性（多剤耐性）にはBCI－2、　p53、活
性酸素系やRb蛋白質　等の関与が考えられています
が、ここでは、セラミド抑制系の活性化を介した耐性
機序について考えてみます。Scheme　lに示した様に、
細胞の生死を左右すると考えられているセラミド
（d18：1－Cer）はde　novo生合成経路で作られますが、多
剤耐性においてはこの過程よりもスフィンゴミエリ
ン（SM）、グルコシルセラミド（Glc－Cer）、やスフィン
ゴシン（d18：1）への代謝が重要であると考えられて
います。特に、多剤耐性獲得細胞では顕著なGlc－Cer
濃度上昇が見られ、それによって細胞内Cer濃度上昇
を抑制する機構が獲得されているらしいのです。事
実、Glc－Cer合成酵素（Glc－CerT）の阻害剤により耐
性株・細胞内のCer濃度が上昇し、制癌剤に対する感
受性が復活するという報告があります。従って、耐性
原因を切り分ける為には、細胞内各スフィンゴ脂質の
定量分析、とりわけ、Cerとそれを取り巻くSM、　Glc－
Cer、　d　l　8：1の実測が不可欠です。これらの測定は古く
は薄層クロマトグラフィーで行われて来ましたが、分
子種レベルでの解析はできず、定量性も半定量の状態
でありました。近年、これらのニーズに対してHPLC一
マススペクトル（LC－MS）分析で対応する研究が活
発になってきました。とりわけ本分野では、HPLC一工
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レクトロスプレイ（ESI）一MS分析での報告が目立っ
ていますが、後で述べる様に、この方法における限界
も指摘されます。大流量のLC－MSは、そのインター
フェースの機構によってサーモスプレイ（TSP）、大気
圧化学イオン化（APCI）、　ESIに大別され、歴史的には
この順序で開発されてきました。この過程には特許を
踏襲するか否かという企業利益との計りが有る様で、
前者のイオン化原理と異なるイオン生成を促す為の
］二夫（APCIではコロナ放電電極の付加、　ESIでは高
電界への噴霧）が行われてきました。その結果、この
過程は、必ずしも改良の過程ではなく、後発のものが
特に優れている訳ではありません。演者はこのイオン
化の原器とも言えるTSPを採用したLC－MSを15年
近く使用してきましたが、巷で言われている様に、Cer
の様な低極性サンプルにはTSPは適さないとの偏見
は誤りであると思います。事実、以下に述べるように、
LC－TSP－MSはCer類に対して有効で、更に、　APCIや
ESIにはない独自のイオン化を利用した分別定量が可
能である点から、これらを超えている点もあるので
す1－4）。
　まず、当方で行っているスフィンゴ脂質類の抽出、
前処理、分別定量の概要をScheme　2に示します。内部
標準物質にスフィンガニン（d18：0）同属体を用いた
方法は、他に類を見ないもので、この分子種が生体内
で無視し得るならば、極めて有効で、コストパフォー
マンスにも優れております。実際に、各分子種の重水
素置換体は販売されておらず、作成依頼したとしても
極めて高価となることは必至です。測定時間はHPLC
カラムの洗浄時間を含めて10分程度で、数pmol以上
のスフィンゴ脂質の検出が可能です2－4）。
　次に、例としてGlc（Gal）一Cer各分子種のスペクト
ルを図1に示します。何れの分子種においてもNa付
加イオンであるMNaのイオン強度が高いことが特徴
です。内部標準のd18：0のGlc－Cerも同様のパターン
で、これらが内部標準物質として優れていることがわ
かります。測定対象となるベースイオンにおいて、他
のイオン化方法との比較をしながらまとめたものが、
表1です。カッコ内は測定例としてd18：］一C24：1一ス
フィンゴ脂質を用いた時のベースイオンのm／z値で
す。APCIにおいては、　Cer、　SM、　Glc－Cerにおける、
アンダーラインを付したイオンの重なりがあり、これ
らの混合物の分析では互いの存在が妨害しあう関係
にあることが懸念されます。同様に、ESIにおいても、
イオンの重複があり、同様の懸念は払拭できません。
ところが、TSPにおいては、アンダーラインを付した
CerからのMNa、　SMからのMHとGlc－Cerからの
MNaのm／z値における重なりはなく、しかもこれら
のイオンが最も高率に出現するイオンであります。
従って、TSPにおいてこれらのベースイオンを対象に
検出すれぼ、同時分別定量が出来ることになります。
このようなNa付加イオンの利用はAPCIやESIで
は期待できないので、ベース・イオンの重複を回避でき
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表1．Comparison　of　APCI，　ESI　and　TSP　ionization　in　sphingolipids
IonizationsSphingolipids 　　Comparative　merits　of　base　ion　intensities（m／z　values　from　d　18：1－C24：1－sphingolipid　as　ex．）
APCI
ESI
TSP
CER
SM
GIc　（or　Gal）一CER
CER
SM
GIc　（or　Gal）一CER
CER
SM
GIc　（or　Gal）一CER
MH－H20　（m／z　631）＞MH　（m／z　649）＝＝（m／z　264）
MH－183　（m／z　631）＞MH－N（CH，），一H，O　（m／z　737）
（m／z　264）〉　MH　（m／z　811）＞MH－180　（m／z　631）
MH　（m／z　649）＞MH－H，O　（m／z　631）
（m／z　184）　〉　MH　（m／z　814）
MH－H，O　（m／z　793）＞MH－180　（m／z　631）＞MH　（m／z　811）＝＝MH－162　（m／z　649）
ty1Nta－C！ua　（m／．z　671）〉　MH－H，O　（m／z　631）〉　MH　（m／z　649）〉　M　K　（m／z　687）＝＝（m／z　282）
IY1Ut一〈u（m／z　814）＝＝MH－183　（m／z　631）＞MNa　（m／z　836）＝＝MNa－183　（m／z　6　S　3）
MNa　（m／z　833）＝＝MH　（m／z　811）－MH－H，O　（m／z　793）＝iMH－180　（m／z　631）＞
MK　（m／z　849）＝＝（m／z　282）
ず、更にはタンデムMS（MS／MS）に発展した際にも
このことが影響します。TSPイオン化でのNa付加イ
オンの利用はこの方法の優れた特長として見直され
るべきです2－4）。
　次に、本法を用いて、細胞の分化過程におけるス
フィンゴ脂質の変動を観察した例を紹介します。正常
に近い分化過程を示す高分二大腸腺癌細胞株Caco2
は生育培地下に小腸粘膜様分化をすることで、良く知
られており、その分化度に応じてアルカリホスファ
ターゼ活性が上昇するので、この活性度を分化指標と
することが出来ます。かつて、Caco2細胞を用いた不
飽和脂肪酸ω水酸化活性（CYP4504F2）の研究を
行っていた際に、培養系への酪酸Naの添加によりア
ルカリホスファターゼとω水酸化の両活性が上昇す
ることを報告しており5）、今回もその分化誘導剤に酪
酸Naを用いました。また、セラミドのde　novo生合
成過程の阻害剤としてFumonisin　B（1）を用い、その
作用を検討しました。Caco2細胞がコンフルエント後
に分化を始めた時点から経時（日毎）的に細胞をカキト
リ、上記に示した様に、抽出・LC－TSP－MS分析して各
スフィンゴ脂質分子種を定量分析しました。その結
果、①酪酸Naによる分化誘導に伴ってGlc－Cerの
各分子種濃度が上昇する。②このGlc－Cerの産生増
加はFumonisin　B（1）の共存で抑制されるので、　de
nOVO生合成系の活性化に起因すると思われる。③
これに対して、Cerの品分子種濃度の顕著な上昇は見
られないので、多剤耐性化の機構と同様に、Glc－Cer濃
度上昇により、Caco2細胞内Cer濃度上昇を回避する
機構が働いていると思われる。即ち、分化誘導された
細胞が生存し続ける為には細胞内Cer濃度上昇を避
ける為のGlc－Cer合成経路が活性化しているという
わけです。正常様・細胞分化とそれに応じ：た各Glc－Cer
分子種濃度上昇を報告した知見はおそらくこれが初
めてであり、他の細胞株においても同様の結果が得ら
表2・Base　ions　of　acetyl　derivatives　or　underivatives　of　PUFA－oxidation　products　in
　　　RPLC－TSP－MS　（Analytica　Chimica　Acta　465　（2002）　227－236）
PUFA－oxidation　products Base　ionsa
Acetyl　derivatives
　Polyhydroxy－PGs
　Polyhydroxy－PUFAs
　19R－Hydroxy－PGE
　（h）一Hydroxy－LTB4
　Hydroperoxy－PUFAs
Underivatives
　bl－Hydroxy－PUFAs
　Common　mono－hydroxy－PUFAs
　Epoxy－PUFAs
　Epoxyhydroxy－PUFAs
　5，　6－DiHETriE－6－lactone
［MH－n（60）］’
［MH－n（60）］　’
［MH一（n－1）　・　60］’
［MH一（n－1）・60］’
［MH－60］’　and　［MH－60－H20］’
MH’，　MNH4’　and　MNa’
［MH－H，O］＋
MH’，　MNH，’，　MNa’　and　［MH－H20］’
MH’，　MNH，’，　MNa’　and　［MH－H20］’
MH’，　MNH，’，　MNa’　and　［MH－H20］’
an，　number　of　the　hydroxy　or　hydroperoxy　group；　60，　mass　units　of　acetic　acid
（5）
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れるならぼ正常様・細胞分化機構の普遍的一面を観た
ことになると思います3）。
　最後に、上記スフィニゴ脂質分析法開発以前に行っ
ていた、エイコサノイド及びドコサノイド類のLC－
TSP－MS分析法の概要を表2に示し、これらの対象物
にもTSP法が有用であることを示します。一般に、エ
イコサノイド類は多価不飽和脂肪酸（PUFA）または
その誘導体に水酸基または酸素が一つ、或いは複数個
導入された構造を有し、その導入位置または導入数に
より極端に異なる生理活性を示すもので、LC－MS分
析の測定対象物としては厄介なものの一つです。当演
者はこれらを系統的に分別定量する為に、サンプルの
アセチル誘導化を行いました。その結果、分子内水酸
基はすべてアセチル化され、これをLC－TSP－MS分析
したところ、導入されたアセチル基が全て脱離して水
素付加したイオン［MH－n（60）］が強いベースイオンと
なることが判明しました。このベースイオンを対象に
分析することで、多段のフラグメンテーションによる
感度低下を回避して系統的・高感度分別定量分析が可
能となりました。例外として、ω位またはその隣に導
入されたアセチル基は脱離しぬくいので、そのベース
イオンは［MH一（n－1）・60］となるという特性があり、こ
れを利用してω酸化物の分別定量が可能です。更に、
過酸化物であるハイドロペルオキサイドも同様にア
セチル化されることから測定が可能であるぽかりで
なく、そのベースイオンのm／z値が水酸化物アセチル
誘導体からのm／z値と異なることからこれらを分別
定量できるという画期的な側面もありました。一方、
非誘導化物のLC－TSP－MS分析では、ω水酸化物の
ベースイオンが擬似分子イオンであるのに対して、一
般的な水酸化物のベースイオンが［MH－H，O］であり、
これらを分別定量することができました。また、エポ
キサイド等も高率に擬i似分子イオンをもたらすので、
これを頼りに分別化が可能でありました1）。
　上記に述べたように、演者はCaco2細胞における酪
酸Na性分化誘導による不飽和脂肪酸ω水酸化活性
の上昇を報告していますが、この活性の生理的意義は
不明であり、この酵素の内因的基質は特定されていま
せん。他の研究報告からの知見より、培養神経細胞に
おける内因性Glc－Cer濃度上昇が細胞内Ca2＋濃度上
昇を引き起こすとされているので、同様のことが
Caco2でも起こると仮定すると、酪酸Naによる内因
性Glc－Cer濃度上昇はCa2＋濃度上昇を介してPKC
とMAPkinaseを活性化し、細胞質一PLA、のリン酸化
を引き起こし、またCa2＋濃度上昇によりリン酸化細
胞質一PLA，は核膜へ移動して核膜からアラキドン酸
遊離を引き起こすことが想定されます。細胞内アラキ
ドン酸濃度の上昇はリポキシゲナーゼやシクロオキ
シゲナーゼ等による酸化代謝物産生を引き起こすの
で、これらによる細胞障害を避ける為にアラキドン酸
を不活性化、即ち、ω一HETEへのω水酸化活性が上昇
することが必要になると思われます。Cer代謝とアラ
キドン酸代謝、一見繋がりそうも無い二つの代謝系が
関係してくる一端が見えてきたのかもしれません。
1）
2）
3）
4）
5）
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2．血液疾患におけるフローサイトメトリーを
　　用いたテロメア長解析
（内科学第一）
○指田　吾郎、大屋敷一馬
（難治性免疫疾患研究センター）
　大屋敷純子
【要旨】テロメアは染色体末端に位置するTTAG－
GGの単純な繰り返し配列で、正常体細胞では末端複：
製問題のため細胞分裂のたびに短縮する。近年フロー
サイトメトリーとpeptide　nucleic　acidプローブを用
いたテロメア長の測定法（且ow－FISH法）が開発され
（6）
